@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 



® 



Pate ntsch rift 
DE 4408034 C1 




(5l) Int. CIA* 

G 01 N 27/453 

G 01 N 27/62 
H 01 J 49/02 
C07 K 1/26 



DEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: P 44 08 034.4-52 

© Anmeldetag: 10. 3.94 

(S3) Offenlegungstag: — 
(45) Veroffentlichungstag 

der Patenterteilung: 13. 7.95 



Innerhalb von 3 Monaten nach Veroffentlichung der Erteilung kann Einspruch erhoben werden 



o 

CO 

o 
o 

LU 

O 



@ Patentinhaber; 

Bruker - Franzen Analytik GmbH, 28359 Bremen, DE 



(72) Erfinder: 

Franzen, Jochen, 28359 Bremen, DE 

(g) Fur die Beurteiiung der Patentfahigkeit 
in Betracht gezogene Druckschriften: 

Analytical Chemistry, Bd. 66 (1994), S. 464 ff; 
Analytical Chemistry, Bd. 66 (1994) , S. 471 ff; 



(§) Verfahren zur massenspektrometrischen Analyse von Proben aus 2D-Gel-Elektrophoreseplatten mit 
matrixunterstutzter ionisierender Laser- Desorption 

@) Das Verfahren betrifft die massenspektrometrische Analy- 
se von separierten Substanzproben auf sogenannten 
2-D-Ge!-Elektrophoreseplatten, wie si© insbesondere fur die 
Proteinbestimmung verwendet werden, mit eiher lonisierung 
der Substanzproben durch matrix-unterstutzte lonisierung 
Laser-Desorption (englisch: MALD oder MALDI = matrix 
assisted laser desorption/ionizatfon). Die Moiekule der Sub- 
stanzproben werden dazu auf eine dunne, (ackartige glatte 
Matrixschicht ubertragen, die auf etnem vorzugsweise me- 
tailischen Probentrager aufgebracht ist. Die Obertragung 
geschieht direkt oder indirekt, beispielsweise uber eine 
PVDF-Membran als Zwischentrager, durch etektrophoreti- 
schen Transport der Moiekule. Vbr der Obertragung konnen 
die Proteine einer enzymatischen Zerschneidung ihrer Ami- 
nosaureketten unterworfen werden. 
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Das Verfahren betrifft die massenspektrometrische 
Analyse von separierten Substanzproben auf sogenann- 
ten 2-D-Gel-EIektrophoresepIatten, wie sie insbesonde- 
re fur die Proteinbestimmung verwendet werden, mit 
einer lonisierung der Substanzproben durch matrix-un- jo 
terstiitzte lonisierung Laser- Desorption (englisch: 
MALD oder MALDI = matrix assisted laser desorp- 
tion/ionization). Die Molekule der Substanzproben 
werden dazu auf eine diinne, lackartige glatte Matrix- 
schicht ubertragen, die auf einem vorzugsweise metalii- 15 
schen Probentrager aufgebracht ist. Die Obertragung 
geschieht direkt oder indirekt, beispielsweise uber eine 
PVDF-Membran als Zwischentrager, durch elektropho- 
retischen Transport der Molekule. Vor der Obertragung 
konnen die Proteine einer enzymatischen Zerschnei- 20 
dung ihrer Aminosaureketten unterworfen werden. 

Stand der Technik 

Die zweidimensionale Elektrophorese stellt eine der 25 
schnellsten und elegantesten Methoden zur gleichzeiti- 
gen Trennung von Hunderten von Proteinen aus biolo- 
gischen Proteingemischen dar und bietet zudem eine 
grobe Klassifizierung. In der Monatszeitschrift "Electro- 
.^phpjesis" (Verlag Chemie, Weinheim) werden in jahrli- 30 
'* che'n" November-Sonderausgaben (editiert durch J. E. 
Celis) allein Tausende von menschlichen und tierischen 
Proteinen, die mit dieser Methode getrennt und grob 
klassifiziert wurden, in Datenbanken zusammengefaBt 
Dabei wird eine grobe Bestimmung des Molekularge- 35 
wichts der Proteine aufgrund der elektrophoretischen 
Eigenschaften vorgenommen, die jedoch wegen unbe- 
kannter Formfaktoren um einen Faktor 2 falsch sein 
konnen. Die Molekulargewichte reichen dabei von 8 bis 
etwa l60Kilodalton. 40 

Von den im November 1993 veroffentlichten 3038 
Haut-Proteinen waren 763 naher identifiziert, und nur 
von 176 Proteinen waren Teile der Aminosaure-Se- 
quenz bekannt Fur die fruher verdffentlichten Daten- 
banken gilt ahnliches. Insgesamt schatzt man allein die 45 
Anzahl menschlicher Proteine auf 50 000 bis 100 000, 
etwa ebensoviel, wie es, geschatzt menschliche Gene 
gibt 

Es ist seit langem wunschenswert, die Proteine genau- 
er zu bestimmen. Insbesondere wiirde das "Human Ge- 50 
nome Project" leer laufen, wenn es nicht gelange, die 
durch die DNA-Ketten erzeugten EiweiBe genau zu be- 
stimmen. Die Bestimmung sollte sich nicht nur auf das 
genaue Molekulargewicht beziehen, sondern nach 
Moglichkeit auf die von DNA-Sequenzanalysen unab- 55 
hangige Bestimmung der vollstandigen Aminosaure-Se- 
quenz. 

Ein Zwischenschritt in der Bestimmung ist die Fest- 
stellung, ob es sich bei einem Protein um ein bereits 
bekanntes Protein handelt Dieser Schritt kann heute eo 
relativ leicht vollzogen werden. In Datenbanken sind 
heute etwa 30 000 bis 40 000 Proteine erfaBt mit ihren 
Aminosaure-Sequenzen, soweit in Teilen oder ganz be- 
kannt. AuBerdem sind dort mehr als 100 000 Proteine 
gespeichert, deren Aminosaure-Sequenzen rechnerisch 65 
aus DNA-Sequenzdaten gewonnen wurden. Existenz 
oder richtige Struktur dieser Proteine sind aber noch 
unbekannt. 



Ein Beispiel ist die Datenbank des Europaischen Mo- 
iekular-Bioiogischen Laboratoriums in Heidelberg 
(EM BL), die auf Computer-CDs erhahlich ist. 

Diese Datenbanken sind teilweise bereits rechnerisch 
so aufbereitet, daB sie auch die bei enzymatischer Ver- 
dauung erwartbaren Bruchstucke enthalten, etwa die 
Bruchstucke, die sich bei Anwendung von Trypsin bil- 
den. Trypsin zerschnetdet die Aminosauren-Ketten im- 
mer an charakteristischen Stellen zwischen zwei be- 
stimmten Aminosauren. 

Die Mischung dieser Trypsin- Bruchstucke ist nun fur 
ein Protein auBerordentlich charakteristisch. Schon aus 
der Kenntnis des Molekulargewichts einiger weniger 
Bruchstucke laBt sich ein Protein sehr sicher identifizie- 
ren. Erst unter 10 13 Proteinen finden sich zwei vonetnan- 
der verschiedene Proteine, die fUnf verschiedene Tryp- 
sin-BruchstOcke mit exakt gleichen Molekulargewich- 
ten gemeinsam haben. Bei mehr als funf bekannten 
Bruchstucken steigt die Sicherheit der Bestimmung ex- 
ponentiell an. 

Die Verdauung eines unbekannten Proteins mit dem 
Enzym Trypsin, und eine anschlieBende Messung der 
Molekulargewichte der Bruchstucke erlaubt es daher 
schnell und mit hoher Sicherheit, in der Datenbank zu 
prufen, ob das Protein schon in der Datenbank erfaBt ist 

Die Messung der Molekulargewichte kann sehr 
schnell und einfach mit der Massenspektrometrie erfol- 
gen. Die Methode der matrixumerstutzten ionisieren- 
den Laser- Desorption erlaubt heute die gleichzeitige, 
sehr effektive lonisierung von Peptiden und Proteinen 
in Mischungen. Die lonen konnen mit Flugzeit-Spektro- 
metern, mit Ionenfailen- oder ICR-Massenspektrome- 
tern gemessen werden. 

Die Unterstutzung der ionisierenden Laser-Desorp- 
tion groBer, organischer MolekOle durch lichtabsorbie- 
rende Substanzmatrices, meist organische Sauren oder 
andere nicht zu groBe, polare organische Molekule, ist 
heute bereits eine weit verbreitete Standardtechnik. Sie 
wird vorzugsweise fur die Flugzeit-Massenspektrome- 
trie verwendet ist aber auch fur ionenspeichernde Mas 1 
senspektrometer, wie ICR oder Ionenfailen, geeignet. 

Beim BeschuB mit einem gepulsten Laser wird durch 
Aufheizen eines kleinen Volumens der Matrixsubstanz 
eine Dampfwoike gebildet, die wegen der leichten loni- 
sierbarkeit der Molekule und der relativ hohen Ver- 
dampfungstemperatur nach der Saha-Eggert-Gleichung 
einen geringen Anteil an ionisierten Molekiilen enthal- 
ten muB, also ein schwaches Plasma darstellt Die in dem 
Matrixmaterial eingeschlossenen groBen Molekule, also 
in unserem Falle die Proteine, werden dabei in schonen- 
der Weise mit verdampft Durch Ionen-MolekOl-Reak- 
tionen in diesem Plasma werden dann bevorzugt die 
schweren Molekule ionisiert, da deren lonisierung ener- 
getisch giinstiger ist 

Die ionisierende Laser-Desorption ist eine besonders 
giinstige Ionisierungsmethode fur Flugzeit-Massen- 
spektrometer, da die lonen der groBen Molekule durch 
den gepulsten Laser in einem sehr kurzem Zeitintervall 
gebildet werden, und da sich die Flugzeit-Spektrometer 
wegen ihres nach oben offenen Massenbereichs beson- 
ders gut fur die Untersuchung von groBen Molekiilen 
eignen. Es werden dabei allgemein Laser mit einer Puls- 
lange von etwa 5 Nanosekunden benutzt. 

Die Methode erforderte bislang eine oberflachlich 
sehr unregelmaBige Schicht mit einigen groBeren Ma- 
trixkristallen, in die die Untersuchungssubstanz einge- 
bettet werden muBte. Durch eine neue, in der Patentan- 
meidung BFA 1/94 beschriebene Methode ist es aber 



BNSDOCID: <DE 4408034C1_L> 



DE 44 08 

3 

moglich, eine gleichmaBig dicke, giatte, IackShnliche 
Matrixschicht zu benutzen, deren Dicke bei zwei bis 
drei Weiienlangen des verwendeten Laserlichtes hegt, 
und die es ei'.aubt. die Analysenjiubstanzen erst nach 
Erzeugung dieser Schicht auf die Oberflache der Ma- 5 
trixschicht aufzutragen. 

Das Beladen dieser Matrixschicht mit Substanzmole- 
kiilen ist sehr einfach. Eine sehr verdiinnte Losung kann 
beispielsweise einfach ais Losungstropfen aufpipettiert 
werden. Eine kurze Einwirkungszeit geniigt, urn die jo 
SubstanzrnolekiiJe an die Matrixoberflache fest zu bin- 
den. Die Art dieser Bindung ist noch nicht bekannt, es 
mag sich um oberflachliche Adsorption, um Absorption 
in den obersten Schichten der Matrix, oder auch um ein 
oberflachliches Eindringen in zwischenkristaiiine Berei- \s 
che handein. Die Bindung ist jedenfalls so fest, daB sich 
die Substanzmolekule in nachfolgenden Waschungen 
der Oberflache nicht beseitigen lassen. 

Diese neue Praparationsmethode zeigt eine ganz ex- 
zellent verbesserte Substanzausbeute. Mit nur 50 Atto- 
mol eines Proteins, aufgetragen auf einen Fleck von 
etwa 2 Millimeter Durchmesser, konnen bereits gut aus- 
wertbare Spektren erhalten werden. Damit ist der Sub- 
stanzverbrauch gegeniiber der bisher iiblichen Methode 
um einen Faktor Tausend verringert 

Die neue Praparationsmethode erzeugt quer uber die 
Auftragungsflache der Analysensubstanz hinweg eine 
stets sehr gleichmaBige lonisierungsstarke. 

Diese Eigenschaften - Schicht mit giatter Oberfla- 
^^^teAdsorption der Substanzmolekule aus der Lo- 
sung, und eine gleichmaBige, extrem hohe Empfindlich- 
keit unabhangig vom Ort des Laserbeschusses - laBt 
einen so praparierten Probentrager zur idealen Unter- 
lage fur die Analyse der elektrophoretisch getrennten 
Proteine werden. Doch nicht nur das, gleichzeitig ist 
auch die Qualitat der Spektren mit dieser Methode er- 
heblich verbessert. 

Das Massenauflosungsvermogen von Flugzeit-Spek- 
trometern ist mit dieser Probenvorbereitung deutiich 
erhoht und entspricht dem Auflosungsvermogen, das 
von dem Spektrometer zu erwarten ist Mit Flugzeit- 
Massenspektrometern, die mit energiefokussierenden 
Reflektoren ausgestattet sind, lassen sich Massenauflo- 
sungsvermogen von m/Am = 5000 erreichen. 

Die Genauigkeit der Massenbestimmung wird da- 
durch erhoht, daB die Massenskalen (Funktion der Ab- 
hangigkeit der Masse von der Flugzeit) nicht mehr — 
wie bei bisheriger Probenbereitungstechnik — fur ver- 
schieden Substanzen eines Gemisches im selben Spek- 
trum verschieden sind 

Die Genauigkeit der Massenbestimmung wird ferner 
dadiirch erhoht, daB sich die Massen sehr genau gemaB 
der theoretischen Abhangigkeit der Masse von der 
Flugzeit inter- oder extrapolieren lassen. Es ist -~ im 
Rahmen der uberhaupt erzielbaren Massengenauigkeit 
— keine Verzerrung der Massenskala mehr festzustel- 
len. Die Probentrager mit der Matrixschicht konnen da- 
bei sogar mit Referenzmaterialien zur Bestimmung der 
Masse vorbeladen sein. Diese "internen Referenzmate- 
rialien" haben sehr genau bekannte Massen, aus denen 
sich leicht unbekannte Massen der spater aufgebraehten 
Untersuchungssubstanzen ermitteln lassen. Bei der mas- 
senspektrometrischen Analyse erscheinen beide Mate- 
rialien im selben Spektrum. 

Die Trypsin-verdauten Proteinbruchstucke haben 
Molekulargewichte im Bereich von rund 500 bis 3000 
atomaren Masseneinheiten. Ihr Molekulargewicht muB 
auf die Masseneinheit genau bestimmt werden. Durch 
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die oben angegebenen Verbesserungen der Methode 
sind alle Voraussetzungen fur eine gute Proteinanalyse 
erfiillL Es bieibt nur die Frage offen, wie die Proteine 
aus der Elektrophoreseplatte auf die Probentragerplat- 
te uberfuhrt werden konnen. 

Es laBt sich diese Methode zur Ionisierung aber nicht 
nur fur Flugzeit-Spektrometer benutzen, sie kann auch 
fur speichernde Massenspektrometer, wie ICR-Spek- 
trometer oder lonenfallen, mit Erfolg verwendet wer- 
den. 

Mit lonenfallen-Massenspektrometern konnen bei- 
spielsweise die Aminosauren-Sequenzen auch direkt be- 
stimmt werden. Die lonenfallen lassen sich so betreiben, 
daB nur eine einzige lonensorte (Ionen einer Masse) 
eingespeichert wird, etwa ein bestimmtes Trypsin- 
Bruchstuck des originalen Proteins. Eine kunstlich in der 
lonenfalle herbeigefuhrte Fragmentierung dieses 
Bruchstucks liefert dann Aminosaurenketten-Fragmen- 
te verschiedener Lange, aus denen sich nach bekannten 
20 Methoden die Sequenz bestimmen laBt Durch Wieder- 
holung des Verfahrens fur die verschiedenen Trypsin- 
Bruchstticke kann man die gesamte Sequenz bestim- 
men, wenn man die Sequenz der Trypsin- Bruchstucke 
kennt Diese laBt sich aber mit anderen Methoden fest- 
25 stellen, unter anderem auch wieder massenspektrome- 
trisch. 

Die Idee der MALDI-Analyse von elektrophoretisch 
separierten Proteinen ist nicht neu. So sind in jungster 
Zeit zwei Arbeiten erschienen, die sich mit der MALD- 
30 Ionisierung von Elektro-Blot-Membranen mit nachtrag- 
lichem Auftrag der Matrixmaterialien beschaf tigen. 

K. Strupat M. Karas, F. Hillenkamp, C Eckerskom 
und F. Lottspeich (Anal. Chem. 66, 464, (1994)) berichten 
iiber die Anwendung der MALD-Ionisierung von Pepti- 
35 den, die mit Elektrophorese von Gel-PIatten auf PVDF- 
Membranen ubertragen worden und nachtraglich mit 
Matrixsubstanzen versehen worden waren. Die Laser- 
Desorption erfolgte direkt von der PVDF-Membran. Es 
wurden, mit verschiedenen Matrices, sowohl UV-Laser- 
40 licht (337 nm) wie auch infrarotes Licht (2,94 \im) be- 
nutzt, wobei letzteres die besseren Ergebnisse brachte. 
Die Ionisierung von der PVDF-Membran hat jedoch 
erhebliche Nachteile. Es werden im unteren Massenbe- 
reich groBe Mengen an nicht ais Linien aufgeloste Un- 
45 tergrundionen erzeugt, die das Spektrum kleiner Pepti- 
de uberdecken. 

M. Vestling und C. Fenselau (Anal. Chem. 66, 471 
(1994)) berichten uber ein praktisch gleiches Verfahren 
mit UV-Licht (337 nm), mit erstmalig durchgefuhrtem, 
50 zusatzlichem enzymatischen Abbau der Proteine durch 
Proteolyse in der PVDF-Membran. Durch bessere Pro- 
benpraparation, wahrscheinlich durch besseres Wa- 
schen, wurden hier bessere Spektren gewonnen. Diese 
Arbeit bietet auch eine gute Ubersicht uber den gegen- 
55 wartigen Stand der Technik. 

Die erhaltenen Massenauflosungen sind in beiden 
Fallen bei weitem nicht so gut, wie sie mit Dunnschicht- 
Matrixfilmen erhalten werden, wenn von den Autoren 
auch "zufriedenstellende Genauigkeiten von 0,1%" fur 
60 die Massenbestimmung angegeben wurden. Eine Ge- 
nauigkeit von 0,1% reicht nicht aus, um im Massenbe- 
reich von 1000 bis 3000 atomaren Masseneinheiten die 
Molekularmasse zweifelsfrei zu bestimmen. 

65 Aufgabe der Erfindung 

Es ist ein Verfahren zu finden, mit dem separierte 
Proteine aus einer 2-D-Gel-ElektrophoresepIatte, unter 
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Erhah ihrer ortlichen Verteilung, auf hochstempfindli- 
che MALDI-Probentragerplatten iiberfuhrt werden 
konnen. Dabei soli es mdglich sein, eine enzyrnatische 
Spaltung der Proteine zwjsch^nzuschalten. \ 

Erfindungsgedanke und Erfindungserfolg 

Basis der Erfindung isi die Erkenntnis, daB sich Prote- 
ine und andere Analysensubstanzen nachtraglich auf 
Matrixschichten bestimmter Preparation aufbringen io 
lassen. Sie konnen dann, entgegen der herrschenden 
Lehre, durch matrixuntersttitzte ionisierende Laser- De- 
sorption ganz ausgezeichnet und mit hoher Empfind- 
lichkeit ionisiert werden, mit Spektrenqualitaten, wie sie 
bisher nicht erreicht werden konnten. Bislang herrschte 15 
die Lehre, daB die Analysensubstanzen in Kxistalie der 
Matrixsubstanz wahrend der Auskristallisation einge- 
baut werden miiBten, um durch Laser- Desorption ioni- 
sierbar zu werden, 

Eine weitere Basis der Erfindung ist, daB sich auch 20 
mikroskopisch glatte Schichten aus der Matrixsubstanz 
so herstellen lassen, daB sie oberflachlich mit der Analy- 
sensubstanz beladen werden konnen, und zu einer 
hochstempfindlichen MALDMonisierung fahig sind. 

Eine weitere Basis der Erfindung ist es, daB sich die 25 
Analysensubstanzen aus Losungen, deren Losemittel 
die Matrixsubstanz praktisch nicht lost, von selbst fest 
an die Matrix binden. Die Oberflache der in bestimmter 
Weise praparierten Schicht saugt somit durch Diffusion 
frei bewegliche Analysenmoiekule vollstandig aus der 30 
' Cdsiirig. Die Molekiile der Analysensubstanz haften fest 
an der Matrixschicht, und losen sich nicht wieder in der 
aufgebrachten Losung. 

Eine weitere Basis der Erfindung ist die Erkenntnis, 
daB dieser ProzeB der Bindung an die Matrixoberflache 35 
nicht durch anwesende Puffersalze, nicht einmal durch 
schwache Sauren, behindert wird. 

Eine weitere Basis ist die Erkenntnis, daB sich die 
Matrixschichten mit den aufgebrachten Proteinen nach- 
tragiich waschen lassen, ohne die Proteine zu verlieren. 40 
Damit konnen Salze, Elektrolyte und andere Beigaben 
der Proteinlosung von der Matrixschicht entfernt wer- 
den. Diese Waschungen sind auBerordentlich wichtig, da 
mit ihnen die Qualitat der erhaltenen Spektren steigt. 
Einige der Peptide erscheinen uberhaupt nur nach dem 45 
Waschen, einige erscheinen ungewaschen nur als Kat- 
ionen-Addukte, einige erscheinen als normal protonier- 
te Ionen. Insgesamt ist das Auflosungsvermogen ohne 
Waschungen herabgesetzt (Matrixschichten, die nach 
bisheriger Methode der Auskristallisation aus aufge- 50 
brachten Trdpfchen hergestellt wurden, halten Wa- 
schungen nicht stand; die kleinen Kristallchen werden 
dabei fortgespult.) 

Die so auf die Matrixschicht aufgebrachten und ge- 
waschenen Proteine ergeben Massenspektren von 55 
uberragender Qualitat Sie sind bis zu einem Molekular- 
gewichtsbereich von 3000 Dalton isotopenaufgeldst, das 
heiBt, es lassen sich die Massensignale der einzelnen 
Massen des Isotopenmusters eines Molekuls voneinan- 
der trennen, und es konnen fur die einzelnen Massen eo 
genaue Massenzahlen bestimmt werden. Die Genauig- 
keit der Massenbestimmung liegt bei 20 ppm. 

Die Empfindlichkeit der Methode ist ebenfalls uber- 
ragend. Von 50 Attomol eines Peptids oder Proteins 
lassen sich gut vermefibare Spektren erzeugen. 65 

Wird das feuchte Gel der Elektrophoreseplatte in di- 
rekten Kontakt mit der glatten Matrixschicht gebracht, 
so werden Substanzmolekule, die durch Diffusion die 
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Matrixschicht erreichen, sofort an diese gebunden. 

Leider sind die Molekuie aber in der Gelschicht nicht 
so frei beweglich, daB sie in betrachtlichem MaBe dif- 
fundieren konnten. Es lassen sich daher ohne unterstiit- 
zende MaBnahmen nur sehr geringe Mengen der Analy- 
sensubstanzen an die Matrixschicht bringen. 

Etwas besser wirkt der direkte Kontakt mit einer 
Obertrager-Membran, auf die die Proteine mit dem be- 
kannten Verfahren des sogenannten "Elektro-Blotting", 
d. h. durch elektrophoretischen Transport, ubertragen 
werden konnen. Aber auch hier sind die Protein-Mole- 
kule auf der Obertrager-Membran nicht frei beweglich, 
liegen allerdings an der Oberflache in hoherer Konzen- 
tration vor. 

Der Zusatz bestimmter Chemikalien tost die Proteine 
vom Gel oder von der Obertrager-Membran, macht sie 
besser frei beweglich und verbessert so die Anlagerung 
an die Matrixschicht. Fur diesen Zweck kann beispiels- 
weise Trifluor-Essigsaure in sehr verdunnter Form be- 
nutzt werden. Nachteilig ist aber hierbei, daB die Orts- 
aufldsung der Separation hierdurch betrachtlich ver- 
schlechtert wird 

Es wird daher hier insbesondere vorgeschlagen, die 
Protein-Molekule durch elektrophoretischen Transport 
zur Matrixschicht zu bringen, an der sie sich dann in 
vorbeschriebener Weise binden. Der Transport wird 
durch bestimmte Elektrolyte, wie schwache Losungen 
von Tris-base und Borsaure, unterstiitzL Die Technik ist 
in der Biochemie bereits weit verbreitet, und braucht 
dem Fachmann nicht naher erlautert werden. 

Der elektrophoretische Transport verlangt einen mi- 
nimalen StrornfluB, der in der Regel von den dunnen 
mikrokristallinen Matrixschichten ohne Schwierigkei- 
ten durchgelassen wird Einige Schichten bediirfen aber 
der kiinstlichen Erhohung der Leitfahigkeit. Diese kann 
{lurch die Einlagerung von leitenden Substanzen be- 
wirkt werden, wobei sowohl ionische Lei ter (Salze) wie 
auch metallische Leiter (feinste Metallpulver) verwen- 
det werden konnen. 

Durch die Einschaltung eines Zwischentragers, etwa 
einer PVDF-Membran, lassen sich die Proteinketten 
auch in bekannter Weise durch Enzyme ortsfest in der 
Membran spalten (Proteolyse). Auch diese Technik ist 
dem biochemischen Fachmann bekannt. 

Fur alle diese Techniken ist das anschlieBende Wa- 
schen des matrixbeladenen Probentragers von groBer 
Bedeutung. Es konnen die fur die elektrophoretische 
Trennung im Gel benotigten Salze, und die fur den elek- 
trophoretischen Transport zur Blot-Membran oder zur 
Matrixschicht benotigten Elektrolyte (beispielsweise 
Borsaure) nach dem Ubertragen auf die Matrixschicht 
wieder abgewaschen werden, um Spektren mit der oben 
geschilderten uberragenden Qualitat zu erhalten. 

Wirtschaftliche Bedeutung 

Das Verfahren wird insbesondere in der Medizin gro- 
Bere gesundheitliche und wirtschaftliche Bedeutung er- 
langen. Es ist mit der Kombination Gel-Elektrophorese 
und MALDI — MS sehr schnell mdglich, fehlgebildete 
EiweiBe aus den Zellen bestimmter Organe oder be* 
stimmter Korperflussigkeiten zu finden, und die Art der 
Fehlbildung zu bestimmen. Diese fehlgebildeten Eiwei- 
Be erscheinen auf der Gel-Elektrophoreseplatte (nach 
Anfarben oder anderen Methoden der Sichtbarma- 
chung) an anderen als ihren angestammten Platzen, und 
konnen so sehr leicht, beispielsweise mit bereits existie- 
renden Computerprogrammen, herausgefunden wer- 
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den. Mit der hier vorgestellten Methode ist es dann sehr 
schnell moglich, die Art der Fehlbildungdes EiweiBes zu 
bestimmen. 

, , . 

Besonders gunstige AusfUhrungsformen 

Eine Losung von a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure in 
Aceton verteilt sich beim Aufpipettieren auf einen sau- 
beren, metallischen Trager praktisch augenblicklich, da 
ihre Oberflachenspannung verschwindend klein ist. Em 
Mikroliter einer fast gesattigten Losung genugt fur et- 
wa 4 Quadratzentimeter Oberflache, woraus sich eine 
Dicke des Losungsfilms von etwa 2,5 Mikrometer, und 
eine Dicke der Matrixschicht nach dem Eintrocknen von 
etwa 300 bis 600 Nanometer ergibt. Diese Dicke hat sich 
als sehr giinstig erwiesen. 

Verdunstet man das Losungsmittel unter einem sau- 
beren Luftstrom in weniger als 10 Sekunden, so erhalt 
man eine dunne, optisch glatte, lackartige Schicht der 
Matrix. 

Das Matrixmateria) a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure, 
das in Aceton besonders gut ioslich ist, jedoch kaum in 
reinem Wasser oder in angesauerten Methanol-Wasser- 
Gemischen, hat sich fiir Proteinanalysen besonders be- 
wahrt Es konnen jedoch auch andere, dem Fachmann 
bekannte Matrixmaterialien oder Losemittel mit ahnli- 
chem Erfolg verwendet werden. 

Die so hergestellten Probentrager mit diinner Matrix- 
schicht binden Protein- und andere schwere MoIekQle 
^:^ffu%: ( tiOSungen so fest, daB sie in anschlieBenden Wa- 
schungen mit leicht angesauertem Wasser, aber auch 
anderen Waschfiiissigkeiten, nicht mehr beseitigt wer- 
den konnen. Die Waschungen beseitigen storende Be- 
gleitsubstanzen, wie Puffersalze, Elektrolyte und andere 
Residuen der Losung. 

Es ist gunstig, die vorzugsweise metallischen Proben- 
trager vor oder nach dem Belegen mit der Matrixschicht 
mit einem elektrisch nicht leitfahigen Lackrand zu ver- 
sehea Dieser Rand erleichtert die spatere elektropho- 
retische Obertragung von Proteinen, da ein KurzschluB 
mit dem metallischen Trager am Rande vermieden wird. 

Die Probentrager konnen nun mit der glatten Matrix- 
schicht f est auf die feuchte Gelplatte oder feuchte Ober- 
tragungsmembran gedriickt, und dort einige Minuten 
gehalten werden. Dieser ProzeB alleine genugt bereits, 
um Spektren zu erhalten. Es werden dabei pro separier- 
tem Protein, und abhangig von der Ausgangskonzentra- 
tion, etwa 5 bis 200 Attomol Substanz ubertragen, wo- 
bei etwa 50 Attomol fiir ein relativ gutes Spektrum 
ausreichen. 

Das Versetzen der Membranen mit einer sehr ver- 
dunnten Losung von Trifluor-Essigsaure, die anschlie- 
Bend von der Matrixschicht wieder gut abgewaschen 
wird, erhdht die Ausbeute leicht 

Am gunstigsten ist jedoch ein elektrophoretischer 
Transport der Proteine zu der Matrixschicht. Mit elek- 
trophoretischem Transport konnen leicht Femtomol- 
Mengen ubertragen werden. Da eine Oberiadung der 
Matrixschicht mit Proteinen dem IonisierungsprozeB 
schadet, kann man das Beiaden der Matrixschicht mehr- 
mals wiederholen, ohne eine zu starke Abnahme der 
Konzentration in der Ausgangsmembran zu bemerken. 
Es konnen verschiedene Probentragerpiatten mit Prote- 
inen aus einer einzigen Gel-Separation belegt werden, 
entweder von verschiedenen Steilen der Gel-Plane, 
oder auch von derselben Stelle, da die Proteinmenge 
groBer ist ais fiir die Probentragerplatte benotigt 

Bei Verwendung der Obertragungsmembran konnen 
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die Proteine in an sich bekannter Weise in situ durch 
Enzyme zerschnitten fverdaut") werden. Dieser Vor- 
gang wird Proteolyse genannt. AnschlteBend wird dann 
das Gemisch der Bruchstucke elektrophoretisch auf die 

5 Matrixschicht ubertragen. Auch hier genugen etwa 50 
bis 100 Attomol pro Bruchstuck, also auch nur 50 bis 100 
Attomol des Ausgangsproteins, fur ausreichend gute 
Spektren, die das Molekuiargewicht der Bruchstucke 
auf besser als eine atomare Masseneinheit ergeben. 

to Insbesondere kann man wegen der hohen rnassen- 
spektrometrischen Empfindlichkeit mehrere Probentra- 
gerplatten von einer Gel-Separation aus beiaden. Es ist 
dabei moglich, einige Probentrager mit den unzerschnit- 
tenen, originalen Proteinen zu beiaden, und wettere 

is Probentrager anschlieBend mit enzymatisch verdauten 
Proteinen. Es lassen sich damit sowohl die Molekularge- 
wichte der originalen Proteine wie auch die Identitat der 
Proteine durch die Enzym- Bruchstucke bestimmen. 
Fur die Spektrenaufnahme kann besonders gunstig 

20 ein defokussierter Laserstrahl benutzt werden. Es lassen 
sich von einer Auftragung mit 50 Attomol Analysensub- 
stanz in aufeinanderfolgenden Laserschussen etwa 30 
bis 300 Spektren erzeugen, die gewohnlich aufaddiert 
werden, um das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu verbes- 

25 sern. Bei einer Wiederholfrequenz des Lasers von JO Hz 
dauert die gesamte Spektrenaufnahme fiir eine Sub- 
stanz nur drei bis dreiBig Sekunden. Bei hdheren Kon- 
zentrationen lassen sich wesentlich kUrzere Aufnahme- 
zeiten erzielen. 

30 Insbesondere kann man durch Verschieben des La- 
ser-Punktes (oder durch Bewegen der Probentrager- 
platte) die Oberflache des Probentragers mit dem Mas- 
senspektrometer abtasten. Die einzelnen, raumlich ver- 
teilten Proteine lassen sich dann durch ihre Spektren 

35 erkennen. Bei uberiappenden Proteinflecken konnen 
mathematische Trennmethoden fur die "Dekonvolu- 
tion" der Spektren angewandt werden, wie sie schon fur 
GC/MS-Techniken entwickelt worden sind. 
ZweckmaBigerweise ist die Matrixschicht bereits vor- 

40 her mit Referenzsubstanzen bekannter Molekularmasse 
belegt, um durch diese interne Referenz zu sehr genau- 
en Molekulargewichtsbestimmungen zu kommen. Es 
konnte bereits mit so belegten Matrixschichten Massen- 
genauigkeiten von etwa 20 ppm erreicht werden, 

45 Eine oder auch mehrere Referenzsubstanzen mit be- 
kannten Molekulargewichten konnen sehr einfach vor 
dem Aufbringen der Proben groBflachig in sehr gerin- 
ger Menge aufgebracht werden. Es ist auch moglich, die 
Referenzsubstanzen bereits der Matrixlosung beizuge- 

50 ben. 

Die Probentrager lassen sich mit Matrixschichten und 
Referenzsubstanzen tiber viele Wochen aufheben. Gu- 
ter LuftabschluB ist ratsam, da sich die sehr adsorptions- 
aktiven Schichten relativ rasch mit Substanzen aus der 
55 Umgebungsluft anreichern. Eine KuhJung der Trager ist 
ebenfalls empfehlenswert, weil noch nicht bekannt ist, 
ob sich die mikrokristalline Schicht im Lauf e der Zeit zu 
groSeren Kristallen umkristailisiert 

60 Patentanspruche 

1. Verfahren zur massenspektrometrischen Analyse 
von Substanzproben, die mit ein- oder zweidimen- 
sionaler Gel-Elektrophorese auf Gel-Eiektropho- 
6 5 reseplatten separiert wurden, mit einer Ionisierung 
der Substanzproben nach ihrer Oberfuhrung auf 
Probentragerplatten durch matrix-unterstutzte io- 
nisierende Laser- Desorption (MALDI)» dadurch 
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gekennzeichnet, daB die Probentragerplatten mil 
einer optisch glatten, adsorptiven Schicht einer fe- 
sten Matrixsubstanz uberzogen sind, und daB die 
Substan2proben.,durch .direkten Kontakt mk der 
feuchten Elektrophoreseplatte, oder, bei Benut- 
zung einer Obertrager-Membran durch Kontakt 
mil der feuchten Obertrager-Membran, auf die 
Oberflache der Matrixschicht der Probentrager- 
platte ubertragen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Obertragung auf die Probentra- 
gerplatte von ausgeschnittenen Stucken der Gel- 
Elektrophoresepiatte oder der Obertrager-Mem- 
bran, die ausgewahlte Substanzproben enthalten, 
aus erfolgt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Obertragung der Substanzproben 
ohne Zerschneiden der Membranen groBflachig 
unter Erhaltung ihrer 2-dimensionalen Verteilung 
geschieht 

4. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Obertragung der Probensub- 
stanzen durch die Zugabe von Chemikalien, bei- 
spieisweise verdunnter Trifluor-Essigsaure, erieich- 
tert wird. 

5. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Substanzproben von der 
Elektrophoreseplatte oder der Obertrager-Mem- 
bran elektrophoretisch zur Probentragerplatte 

? ^ M!; Jijberxragen werden. , 

% Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2, 3 oder 
5, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanzpro- 
ben von der Elektrophoreseplatte zunachst in an 
sich bekannter Weise elektrophoretisch auf eine 
Obertragungsmembran ubertragen werden ("Elek- 
tro- Blotting"), und daB in einem zweiten Schritt die 
Substanzproben von der Obertragungsmembran 
zur Matrixschicht auf der Probentragerplatte elek- 
trophoretisch ubertragen werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Obertragungsmembran aus 
PVDF (Polyvinylidendifluorid) besteht 

8. Verfahren nach einem der bisherigen Anspruch e, 
dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den Sub- 
stanzproben urn Proteine im weitesten Sinne han- 
delt 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Aminosaureketten der Proteine in 
einem Zwischenschritt enzymatisch zerschnitten 
werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Zerschneiden in der Gel- Elektro- 
phoreseplatte erfolgt 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Zerschneiden der Proteine in der 
Obertragungsmembran stattfindet. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9, 10, oder 
11, dadurch gekennzeichnet, daB das enzymatische 
Zerschneiden durch Trypsin geschieht 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Obertra- 
gung von Proteinen aus einer Gel-Separation por- 
tionenweise nacheinander auf mehrere Probentra- 
gerplatten erfolgt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 65 
zeichnet, daB nach einer oder mehreren Obertra- 
gungen von unzerschnittenen Proteinen auf Pro- 
bentragerplatten eine enzymatische Zerschneidung 
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der zuriickgeblieben Portionen der Proteine statt- 
findet und anschlieBend die proteolytischen Bruch- 
stucke der Proteine einmal oder mehrmals auf Tra- 
gerplatten ubertragen werden. .. . - 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberfla- 
che der Probentragerplatten durch fortlaufende 
Spektrennahmen an verschiedenen Stellen ein- 
oder zweidimensional abgetastet wird. 

16. Verfahren nach einem der bisherigen Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix- 
schicht der Probentragerplatte durch Einlagerung 
von ionen- oder elektronenleitenden Substanzen 
leitend gemacht wird. 
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A Method for the Mass-Spectrometric Analysts of Samples from 2-D-Gel 
Electrophoresis Plates with Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization 

The method relates to the mass-spectrometric analysis of separated substance 
samples on so-called 2-D-gel electrophoresis plates, such as are used especially 
to determine proteins, with ionization of the substance samples by matrix- 
assisted laser desorption/ionization (= MALD or MALDI). The molecules of the 
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substance samples are transferred to a thin, lacquer-like, smooth matrix layer, 
which is applied to a preferably metallic sample support. The molecules are 
transferred directly or indirectly, for example through a PVDF (polyvinylidene 
difluoride) membrane as an intermediate carrier, by electrophoretic transport. 
Before transfer, the proteins can be subjected to enzymatic cleaving of their 
amino acid chains. 
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Description 

Background of the Invention 

The method relates to the mass-spectrometric analysis of separated substance 
samples on so-called 2-D-gei electrophoresis plates, such as are used especially 
to determine proteins, with ionization of the substance samples by matrix* 
assisted laser desorption/ionization (- MALD or MALDI). The molecules of the 
substance samples are transferred to a thin, lacquer-like, smooth matrix layer, 
which is applied to a preferably metallic sample support. The molecules are 
transferred directly or indirectly, for example through a PVDF (polyvinylidene 
difluoride) membrane as an intermediate carrier, by electrophoretic transport. 
Before transfer, the proteins can be subjected to enzymatic cleaving of their 
amino acid chains. 

Prior Art 

Two-dimensional electrophoresis constitutes one of the fastest and neatest 
methods of separating hundreds of proteins simultaneously from biological 
protein mixtures and also offers an approximate classification. In the monthly 
journal "Electrophoresis" (published by Verlag Chemie, Weinheim), in annual 
special November issues, thousands of human and animal proteins which have 
been separated and approximately classified are compiled in databases. An 
approximate determination of the molecular weight of the proteins due to the 
electrophoretic properties is performed which, however, may be incorrect by a 
factor of 2 on account of unknown form factors. The molecular weights range 
from 8 to about 160 kilodalton. 

Of the 3038 skin proteins published in November 1993, 763 were more closely 
identified, and of 1 76 proteins only parts of the amino acid sequence were 
known. The same is true, in principle, for the databases previously published, in 
total it can be estimated that the number of human proteins is between 50,000 
and 100,000, just as many as there are estimated human genes. 

It has long been desirable to determine the proteins more accurately. In 
particular, the "Human Genome Project" would run idle if it were not possible to 
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determine the proteins generated by the DNA chains accurately. Determination 
should not relate only to the exact molecular weight but preferably also to the 
determination of the complete amino acid sequence irrespective of DNA 
sequence analyses. 

An intermediate step is to determine whether the protein is an already-known 
protein. This step is now easy to do, since 30,000 to 40,000 proteins, with their 
amino acid sequences, are now contained in databases, and thus are known 
either partly or wholly. Furthermore, more than 100,000 proteins are stored 
there, whose amino acid sequences were obtained computationally from DNA 
sequence data. However, the existence or the correct structure of these proteins 
is still unknown. 

One example is the database of the European Molecular-Biological Laboratory in 
Heidelberg (EMBL), which is available on a CD-ROM. 

These databases sometimes are computationally developed so that they also 
contain the fragments expected under enzymatic digestion, for example the 
fragments that are formed by applying trypsin. Trypsin always cleaves the amino 
acid chains at characteristic sites between two particular amino acids. 

The mixture of these trypsin fragments is extraordinarily characteristic of a 
protein. A protein already can be identified with great certainty from knowing the 
molecular weights of a few fragments. It takes 10 13 proteins to find two different 
ones which have in common five different trypsin fragments with exactly the 
same molecular weights. With more than five known fragments, the certainty of 
the determination rises exponentially. 

Digestion of an unknown protein with the enzyme trypsin, and subsequent 
measurement of the molecular weights of the fragments, therefore makes it 
possible to check very quickly and with great certainty in the database whether 
the protein is already included there. 

Molecular weights can be measured very quickly and easily by mass 
spectrometry. The method of matrix-assisted laser desorption/ionization now 
allows simultaneous, very effective ionization of peptides and proteins in 
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mixtures. The ions can be measured by time of flight spectrometers, by ion trap 
or ICR mass spectrometers. 

Ionizing laser desorption of large, organic molecules can be assisted by light- 
absorbing substance matrices, generally organic acids or other, not too large, 
polar organic molecules. This has already become a widely used standard 
technique. It is preferably used for time of flight mass spectrometry, but is also 
suited for ion-storing mass spectrometers, such as ICR or ion traps. 

Bombardment with a pulsed laser creates a cloud of vapor by healing a small 
volume of the matrix substance. Because the molecules can be easily ionized 
and because the vaporization temperature is relatively high, this cloud, according 
to the Saha-Eggert equation, must contain a small portion of ionized molecules. 
It therefore is a weak plasma. The large molecules, in our case proteins, which 
are included in the matrix material are thus co-vaporized without being 
damaged. The ion-molecule reactions in this plasma then preferably ionize the 
heavy molecules, since their ionization is energetically more favorable. 

MALDI is particularly favorable for time-of-flight mass spectrometers because the 
ions of the large molecules are created in a very short time interval, and because 
time-of-flight spectrometers are particularly suitable for the examination of large 
molecules. Usually lasers with a pulse length of approximately 5 ns are used. 

The method has hitherto required layers with a very irregular surface with some 
larger matrix crystals, within which the substance under investigation had to be 
embedded. However, a new method, described in the Patent Application BFA 
1/94, has made it possible to use a uniformly thick, smooth, lacquer-like matrix 
layer, whose thickness is two to three wavelengths of the utilized laser light, and 
which makes it possible to apply the analyte substances to the surface of the 
matrix layer only after creation of this layer. 

Loading this matrix layer with substance molecules is very simple. For example, 
a very dilute solution can be pipetted in simply as solution droplets. The 
substance molecules are bound solidly to the matrix surface in a short time. This 
type of bonding is not yet known; it may involve surface adsorption, absorption in 
the top layers of the matrix, or also penetration of the surface into interstitial 
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regions. In any case, the bonding is so strong that the substance molecules 
cannot be removed during subsequent washings of the surface. 

This new preparation method greatly improves the substance yield. If only 50 
attomols of a protein are applied to a spot about 2 mm in diameter, one can 
already obtain satisfactory analyzable spectra. This reduces the consumption of 
substance by a factor of 1000, compared to the previously customary method. 

The new preparation method always creates a very uniform ionization strength 
across the application surface of the analyte substance. 

These properties - a layer with a smooth surface, permanent adsorption of the 
substance molecules from the solution, and a uniform, extremely high sensitivity 
independent of the site of the laser bombardment - makes a sample support 
prepared in this way an ideal substrate for analyzing the electrophoretically 
separated proteins. But not only this - at the same time the quality of the spectra 
is greatly improved by this method. 

This method of preparing the samples greatly improves the mass resolving 
power of time or flight spectrometers. The resolution corresponds to that which 
can be expected from the spectrometer. Time of flight mass spectrometers, 
which are equipped with energy-focusing reflectors, can achieve mass 
resolutions of m/Am = 5000. 

The accuracy of the mass determination is increased in that the mass scales 
(function of the dependence of the mass on the time of flight) are no longer 
different for different substances of a mixture in the same spectrum - as is the 
case with the previous sample preparation technique. 

The accuracy of the mass determination is further increased in that the masses 
can be very accurately interpolated or extrapolated according to the theoretical 
dependence of the mass on the time of flight. Within the bounds of the mass 
accuracy that is at all achievable, distortions of the mass scale can no longer be 
observed. The sample supports with the matrix layer can even be pre-loaded 
with reference materials to determine the mass. These "internal reference 
materials' 1 have very accurately known masses, from which the unknown masses 
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of the subsequently applied analyte substances can be very easily determined. 
In the mass-spectrometric analysis, both materials appear in the same spectrum. 

The trypsin-digested protein fragments have molecular weights in the range of 
about 500 to 3000 atomic mass units. Their molecular weight must be 
determined accurately down to the mass unit. The improvements of the method 
specified above provide all the prerequisites for a good protein analysis. The 
only remaining question is how the proteins can be transferred from the 
electrophoresis plate to the sample support plate. 

This method for ionization cannot only be successfully used for time of flight 
spectrometers but also for storing mass spectrometers, such as ICR 
spectrometers or ion traps. 

For example, with ion trap mass spectrometers the amino acid sequences can 
also be determined directly. The ion traps can be operated in such a way that 
only a single ion type (ions of one mass) are stored, for example a particular 
trypsin fragment of the original protein. If this fragment is then artificially 
fragmented in the ion trap, it will yield amino acid chain fragments of various 
length, from which the sequence can be determined by known methods. By 
repeating this method for the various trypsin fragments, the entire sequence can 
be determined if the sequence of the trypsin fragments is known. However, this 
can be determined by other methods, among others again mass spectrometry. 

The idea of subjecting electrophoretically separated proteins to MALDI analysis 
is not new. In fact, recently two papers were published which deal with MALDI 
ionization of electro-blot membranes with subsequent application of the matrix 
materials. 

K. Strupat, M. Karas, F. Hillenkamp, C. Eckershorn, and F. Lottspeich (Anal. 
Chem. 66, 464, (1994) report the use of the MALDI ionization technique in the 
analysis of peptides which had been transferred from gel plates to PVDF 
membranes by electrophoresis and subsequently coated with matrix substances. 
Laser desorption took place from the PVDF membrane direct. With various 
matrices both UV laser light (337 nm) and infrared light (2.94 :m) were used, the 
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latter producing better results. However, ionization from the PVDF membrane 
had considerable drawbacks. In the lower mass range, large quantities of 
background ions appeared not resolved as lines, covering the spectrum of small 
peptides. 

M. Vestling and C. Fenselau (Anal. Chem. 66, 471 (1994)) report a practically 
identical method with UV light (337 nm), with additional enzymatic breakdown of 
the proteins by proteolysis in the PVDF membrane. Due to better sample 
preparation, probably as a result of improved washing, better spectra were 
obtained. This work also offers a good overview of the current state of the art. 

In both cases the mass resolutions obtained are by no means as good as 
obtained with thin layer matrix films even if the authors report "satisfactory levels 
of accuracy of 0.1%" for the mass determination. An accuracy of 0.1% is not 
sufficient to determine the molecular mass in the mass range from 1000 to 3000 
atomic units of mass with absolute certainty. 

Object of the Invention 

It is the object of the invention to find a method by which proteins, which are 
separated from a 2-D-gel electrophoresis plate while maintaining their spatial 
distribution, can be transferred to highly sensitive MALDI sample support plates. 
It should also be possible to cleave the proteins enzymatically in between. 

Idea and Success of the Invention 

The invention is based on the idea that proteins and other analyte substances 
can subsequently be applied to matrix layers that have been prepared in a 
certain way. Contrary to the prevailing teaching, they can then be excellently 
ionized with high sensitivity by matrix-assisted laser desorption/ionization, 
yielding spectra of a quality such as previously could not be attained. The 
prevailing teaching has been that the analyte substances must be built into 
crystals of the matrix substance during the crystallization process, in order to 
make them ionizable by laser desorption. 
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Another basis of the invention is that microscopically smooth layers can also be 
produced from the matrix substance such that their surface can be loaded with 
the analyte substance and such that they are capable of extremely sensitive 
MALDI ionization. 

Another basis of the invention is that the analyte substances from solutions, 
whose solvent practically does not dissolve the matrix substance, by themselves 
solidly bind to the matrix. The surface of a layer which has been prepared in a 
certain way thus suctions the freely mobile analyte molecules completely from 
the solution by diffusion. The molecules of the analyte substance adhere solidly 
to the matrix layer, and no longer dissolve in the applied solution. 

Another basis of the invention is the idea that this process of binding to the matrix 
surface is not hindered by buffer salts which may be present, not even by weak 
acids. 

Another basis is the idea that the matrix layers with their applied proteins 
subsequently can be washed without losing the proteins. Salts, electrolytes, and 
other additives of the protein solution thus can be removed from the matrix layer. 
These washings are extremely important, since they improve the quality of the 
resulting spectra. Some of the peptides do not appear at all except after 
washing, some appear unwashed only as cation adducts, some appear as 
normally protonated ions. Without washing, resolution is altogether reduced. 
(Matrix layers which have been produced by crystallization of the applied 
droplets, according to the previous method, cannot withstand washing; the small 
crystals are flushed away.) 

The proteins applied to the matrix layer and washed in this way yield mass 
spectra of outstanding quality. Isotopes are resolved up to a molecular weight 
range of 3000 dalton, that is the mass signals of the individual masses of the 
isotope pattern of a molecule can be separated from one another, and exact 
mass numbers can be determined for the individual masses. The accuracy of 
the mass determination is about 20 ppm. 

The sensitivity of the method is also outstanding. Readily measurable spectra 
can be created from 50 attomol of a peptide or protein. 
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If the moist gel of the electrophoresis plate is brought into direct contact with the 
smooth matrix layer, substance molecules which reach the matrix layer by 
diffusion are immediately bound to it. 

Unfortunately, molecules in the layer are not sufficiently mobile to diffuse to any 
considerably extent. Consequently, without supportive measures, only very 
small quantities of analyte substance can be brought into the matrix layer. 

To make the method more effective, the analyte is transferred to the matrix by 
direct contact with a transfer membrane, to which the proteins can be transferred 
by the familiar method of so-called "electro-blotting i.e. by electrophoretic 
transport. However, in this method, too, the protein molecules on the transfer 
membrane are not freely mobile, although their concentration at the surface is 
higher. 

Adding certain chemicals detaches the proteins from the gel or from the transfer 
membrane, makes them more mobile, and thus improves their deposition on the 
matrix layer. For example, trifluoro-acetic acid in very dilute form can be used for 
this purpose. However, this has the advantage of considerably impairing the 
spatial resolution of the separation. 

It is therefore especially proposed to use electrophoretic transport to bring the 
protein molecules to the matrix layer, at which they are bound in the manner 
described above. The transport may be enhanced by certain electrolytes such 
as weak solutions of tris-base or boric acid. The technique is already widespread 
in biochemistry and does not need to be explained in detail to a person skilled in 
the art. 

Electrophoretic transport calls for a minimal flow of current, which the thin 
microcrystalline matrix layers usually permit. Some layers require an artificial 
increase in conductivity. This can be caused by inlaying conductive substances, 
for example ionic conductors (salts) and metallic conductors (very fine metal 
powders). 
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By utilizing an intermediate support such as a PVDF membrane, the protein 
chains can also be cleaved by enzymes in a conventional manner by proteolysis. 
Again, this technique is known to a person skilled in biochemistry. 

In all these techniques the washing of the matrix-loaded sample support is of 
great importance. The salts utilized for electrophoretic separation in the gel and 
the electrolytes required for the electrophoretic transport to the blot membrane or 
to the matrix layer (for example boric acid) have to be washed off again in order 
to obtain spectra of the aforementioned excellent quality. 

Economic Importance 

The method is significant in the field of medicine, both from the point of view of 
health and of economics. By utilizing the combination of gel electrophoresis and 
MALDI MS malformed proteins can be very quickly found in the cells of certain 
organs or certain body fluids and the type of malformation can be very quickly 
established. These malformed proteins appear on the gel electrophoresis plate 
(after staining or using other methods of visualization) at places other than their 
usual ones so they can be very easily found, with computer programs already 
available. With the method presented here it is then possible to very quickly 
determine the type of protein malformations. 

Especially Beneficial Embodiments 

A solution of V-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid in acetone was transferred to a 
clean metallic support by pipette and dispersed almost instantaneously because 
its surface tension is vanishingly low. One microliter of a virtually saturated 
solution was sufficient for about 4 square centimeters of surface, resulting in a 
solution film thickness of about 2.5 :m and a matrix layer thickness of about 300 
to 600 nm after drying. This thickness has proved very favorable. 

The solvent was evaporated in a clean current of air in less than 10 s, and the 
matrix layer obtained was thin, visually smooth, and lacquer-like. 
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The matrix material V-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, which is highly soluble in 
acetone but barely soluble in pure water or in acidified methanol-water solution, 
has proved particularly advantageous for protein analyses. However, other 
matrix materials or solvents known to the expert can also be used with similar 
success. 

The sample supports made in this way and having a thin matrix layer bind protein 
and other heavy molecules from solutions so firmly that they cannot be removed 
in subsequent washing processes with mildly acidified water or other washing 
liquids. The washing processes eliminate substances such as buffer salts, 
electrolytes, and other residues in the solution which interfere with the 
determination. 

It is desirable to provide the preferably metallic sample supports with a non- 
electrically conductive lacquer border either before or after coating with the 
matrix layer. This border facilitates subsequent electrophoretic transfer of 
proteins because a short circuit with the metallic support at the border can be 
prevented. 

The sample support with the smooth matrix layer can now be firmly pressed onto 
the moist gel plate or moist transfer membrane and kept there for a few minutes. 
This process on its own is sufficient to obtain spectra. About 5 to 200 attomol of 
substance are transferred per separated protein, depending on the original 
concentration. About 50 attomol is adequate for a relatively good scan. 

Adding a highly diluted solution of trifluoro-acetic acid to the membranes 
increases yield slightly. The trifluoro-acetic acid subsequently is again washed 
out from the matrix layer. 

However, the most favorable method is for the proteins to be transported to the 
matrix layer by electrophoresis. By electrophoretic transport femtomol quantities 
can easily be transferred. Since overloading the matrix layer with proteins 
detracts from the ionization process, the loading of the matrix layer can be 
repeated a number of times without causing an excessive reduction of 
concentration in the original membrane. Various sample support plates can be 
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coated with proteins from a single gel separation either from different points on 
the gel plate or also from the same point because the quantity of protein is 
greater than required for the sample support plate. 

When using the transfer membrane the proteins were cleaved ("digested") by 
enzymes in situ in a manner which is basically known. This process is called 
proteolysis. Subsequently, the mixture of fragments was transferred to the matrix 
layer electrophoretically. Here, too, about 50 to 100 attomol per fragment was 
sufficient, i.e. only 50 to 100 attomol of the original protein, to obtain spectra of 
adequate quality which allow determination of the molecular weight of the 
fragments to better than one atomic unit of mass. 

In particular, several sample support plates can be loaded from a single gel 
separation on account of the high sensitivity of mass spectrometry. In doing so it 
is possible to load some sample supports with the uncut, original proteins and 
then other sample supports with enzymatically digested proteins. In this way, 
both the molecular weights of the original proteins and the identity of the proteins 
can be determined by means of the enzyme fragments. 

For recording the spectra it is particularly advantageous to use a defocused laser 
beam. From an application of 50 attomol of analysis substance it is possible to 
produce about 30 to 300 spectra in consecutive laser bombardments, which are 
usually added together in order to enhance the signal-to-noise ratio. At a laser 
repetition frequency of 10 Hz, the entire scan takes only 3 to 30 s per substance. 
At higher concentrations much shorter scanning times can be achieved. 

In particular, the surface of the sample support can be scanned with the mass 
spectrometer by moving the laser point (or by moving the sample support plate). 
The individual spatially distributed proteins were then recognized by their scans. 
Where spots of protein overlap, mathematical methods of separation can be 
used to "deconvolve" the scans as already developed for GC/MS techniques. 

It is advisable to coat the matrix layer with reference substances of known 
molecular mass beforehand in order to obtain very accurate molecular weight 
determinatons through this internal reference. With matrix layers coated in this 
way, it is possible to achieve mass accuracies of about 20 ppm. 
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Very small quantities of one or more reference substances with known molecular 
weights can very easily be applied over large areas before the samples are 
applied. It is even possible to add the reference substances to the matrix 
solution. 

The sample supports can be stored with matrix layers and reference substances 
for many weeks. There should be efficient exclusion of air because the highly 
adsorbent layers relatively quickly accumulate substances from the ambient air. 
It is also advisable to cool the supports because it is not known whether the 
microcrystalline layer recrystallizes in the course of time to form larger crystals. 

Claims 

1 . A method for the mass-spectrometric analysis of substance samples 
which were separated by one- or two-dimensional gel electrophoresis on 
gel electrophoresis plates by matrix-assisted laser desorption/ionization 
(MALDI), characterized in that the sample support plates are covered by 
an optically smooth, adsorptive layer of a solid matrix substance, and that 
the substance samples are transferred to the surface of the matrix layer of 
the sample support plate by direct contact with the moist electrophoresis 
plate or, when using a transfer membrane, by contact with the moist 
transfer membrane. 

2. The method of Claim 1 , characterized in that pieces cleaved from the gel 
electrophoresis plate or from the transfer membrane, which contain 
selected substance samples, are transferred to the sample support plate. 

3. The method of Claim 1 , characterized in that the substance samples are 
transferred without cutting the membranes, as a large area r while 
preserving their two-dimensional distribution. 

4. The method of Claims 1 to 3, characterized in that the addition of 
chemicals, for example dilute trifluoro-acetic acid, facilitates the transfer of 
the sample substances. 
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5. The method of one of the Claims 1 to 3 ( characterized in that the 
substances are transferred electrophoretically from the electrophoresis 
plate or from the transfer membrane to the sample support plate. 

6. The method of one of the Claims 1 , 2, 3, or 5, characterized in that the 
substance samples are first transferred electrophoretically from the 
electrophoresis plate to a transfer membrane in well-known fashion 
("electro-blotting"), and that, in a second step, the substance samples are 
transferred electrophoretically from the transfer membrane to the matrix 
layer on the sample support plate. 

7. The method of Claim 6, characterized in that the transfer membrane 
consists of PVDF (polyvinylidene difluoride). 

8. The method of one of the preceding claims, characterized in that the 
substance samples are proteins in the broadest sense. 

9. The method of Claim 8, characterized in that the amino acid chains of the 
proteins are enzymatically cleaved in an intermediate step. 

10. The method of Claim 9, characterized in that the cleavage takes place in 
the gel electrophoresis plate. 

1 1 . The method of Claim 9, characterized in that the cleavage of the proteins 
takes place in the transfer membrane. 

12. The method of one of the Claims 9 f 1 0, or 1 1 , characterized in that the 
enzymatic cleavage is effected by trypsin. 

13. The method of one of the preceding claims, characterized in that the 
proteins are transferred successively by portions, from a gel separation to 
several sample support plates. 

14. The method of Claim 13, characterized in that, after one or more transfers 
of uncleaved proteins to sample support plates, the remaining portions of 
the proteins are enzymatically cleaved, and subsequently the proteolytic 
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fragments of the proteins are transferred once or several times to support 
plates. 

The method of one of the preceding claims, characterized in that the 
surface of the sample support plates are scanned one- or two- 
dimensionally at various points by continuous spectral recordings. 

The method of one of the preceding claims, characterized in that the 
matrix layer of the sample support plate is made conducting by inserting 
ionically or electronically conducting substances. 



